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Resumo
(Aspectos da propagacio de Persea willdenovii Kosterm. (Lauraccac)) Persea willdenovii ¢ uma cspéeic

arb6rea cuja ocorréncia foi registrada desde o estado de Minas Gerais até o Rio Grande do Sul, principalmente
nas formagdes de altitude. P. willdenovii encontra-se ameagada de extingiio no Rio Grande do Sul,
principalmente devido ao amplo emprego fitoterdpico. Para identificar ¢ caracterizar aspectos relevantes na
produciio de mudas de P. willdenovii, foi conduzida uma série de experimentos, visando & propagagiio
através de scentes ¢ de partes vegetativas. Nos experimentos visando 3 propagagiio sexuada, a cmergéncia
ocorreu ap6s um perfodo minimo de 34 dias. Também foi obscrvada associagiio da germinagfio a um periodo
de declinio da temperatura ambiente. Nos experimentos visando & propagagiio vegetativa, P. willdenovii
apresentou limitagdes, principalmente a restrigio do potencial morfogénico aos tecidos juvenis, a presenga
dc contaminagfo de origem cndégena e o alto indice de oxidagfio dos tecidos. A propagagiio vegetativa foi
viabilizada a partir de tecidos de plintulas germinadas in vitro. Assim, foi possfvel registrar a resposta da
espéeic ds estratégias mais comuns de propagago, identificar os problemas a screm resolvidos para viabilizar
a multiplicagiio, além de gerar 300 novas plantas a partir de duas matrizes.
salavras-chave: Persea pyrifolia, recurso genético, scmente, substrato, morfogénesc.

Abstract

(Aspects of Persea willdenovii Kosterm. (Lauraccac) propagation) Persea willdenovii is a woody plant
recorded growing in some Brazilian States, from Minas Gerais to Rio Grande do Sul, mainly in higher altitudes.
P, willdenovii in Rio Grande do Sul is in danger of extinetion, as the local people usc this plant for phytotherapic
purposes. To identify important aspeets of P. willdenovii propagation, tests where conducted with secds
and vegetative structures. The germination of sced took a minimum of 34 days, associated with a decline of
the temperature. P, willdenovii showed limitations to the vegetative propagation: morphogenic potential
restricted to the juvenile tissues, presence of endogenous contamination, and high level of phenolic oxidation.
Vegetative propagation was only possible with the usc of juvenile tissues of plantlets germinated in vitro. By
means of this scquence of tests it was possible to record responses to current propagation techniques, to
identify problems to be solved in order to regenerate new plants, and to obtain 300 new plants from only two
specimens.

Key words: Persea pyrifolia, genetic resource, sced, substrate, morphogencsis.

INTRODUGAO

A familia Lauraceae tem distribuigdio nas
Américas, Asia Tropical, Austrédlia,
Madagascar ¢, com menor expressio, no sul
da Africa. E representada por 50 géneros ¢
2500 espéeies, que variam desde drvores ou
arbustos até trepadeiras parasitas (Cassytha)
(Quinet & Andreata 2002).

No Brasil, ocorrcm 19 géncros € 390
espécies, em sua maior parte, habitando as

florestas pluviais, restingas ¢ cerrados. Em
inventirios floristicos e fitossocioldgicos realizados
em dreas de florestas preservadas da porgiio
sudeste-sul do pafs, a famflia das laurdceas vem
sendo apontada como uma das mais
representativas, tanto em niimero de individuos
quanto em riqueza de tdxons, o que corrobora
a hipdtese de que esta regifio scja um dos
principais centros de diversidade deste grupo
(Quinet & Andrecata 2002).
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Espécies de Ocotea e Nectandra,
conhecidas popularmente como canelas,
loureiros ou embuias, destacaram-se desde o
inicio da colonizagiio sul-americana, quando
foram exploradas para emprego na construgio
naval e moveleira de luxo. Em fungdo desta
importincia econdmica, associada 2
inexisténcia de programas efetivos de manejo
florestal, a maior parte das espécies de
laurdceas encontra-se em perigo de extingio
(Quinet & Andreata 2002).

No Rio Grande do Sul, foi registrada a
ocorréncia dos géneros Nectandra, Ocotea,
Aniba, Aiouea, Cinnamomum, Endichleria,
Cryptocarya, Phoebe, Licaria e Persea
(Pedralli 1983; Reitz et al.1988). Do género
Persea, sio citadas apenas duas espécies
nativas, ambas pertencentes ao subgénero
Eriodaphne, P. venosa Nees & Mart, ex
Nees e P. willdenovii Kosterm., anteriormente
denominada P. pyrifolia Nees & Mart. ex
Nees. A denominagio P pyrifolia, criada em
1833, foi trocada em 1969, porque € um
homénimo posterior da espécie asidtica
P. pyrifolia (D. Don) Spreng., descrita em
1827 (Kostermans 1969).

Persea americana Miller, o abacateiro,
ocorre cultivado no Rio Grande do Sul como
frutifera de pequena expressio comercial,
Apesar do amplo potencial para exportagio
na entressafra de paises grande consumidores
do fruto, seu cultivo € limitado por questoes
climiticas e, principalmente, pela
suscetibilidade ao fungo de solo Phytophthora
cinnamomi Rands. Neste contexto, salienta-
se a importéncia da preservagio e do estudo
das espécies nativas do subgénero
Eriodaphne, como fontes de variabilidade
genética ji confirmadas para P. americana
(Pliego-Alfaro & Bergh 1992), principalmente
para a constituigio de porta-enxertos.

A progressiva diminui¢io das dreas de
floresta pluvial, por alteragdes ambientais de
origem antrpica, esté intensificando a erosio
genética e a ameaga de extingdo destas espécies
da florado Rio Grande do Sul, Em P americana,
a erosdo genética foi registrada até mesmo no
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principal centro de diversidade, 0 México
(Barrientos-Pliego & Lépez-Lépez 1998).

Persea  willdenovii, conhecida
popularmente como abacateiro-do-mato,
magcaranduba, pau-de-andrade ou canela-rosa,
€ uma espécie arbérea que ocorre desde o
estado de Minas Gerais até o Rio Grande do
Sul, principalmente nas formages de altitude
(Quinet & Andreata 2002). Os raros exemplares
de P. willdenovii encontrados no Rio Grande
do Sul estio sob constante ameacga de
depredagiio devido, principalmente, ao amplo
emprego na medicina popular. As técnicas
caseiras de preparo de fitoterdpicos a partir de
casca, ramos e folhas s3o bastante difundidas,
mas a pesquisa das propriedades farmacolégicas
do género Persea ainda estd em seu estadio
inicial (Scora & Scora 2000; Caballero-George
et al. 2001; Fraga et al. 2001; Adeyemi et al.
2002; Gallagher et al. 2003). Por isso, o
desenvolvimento de técnicas que viabilizem a
propagacio de P. willdenovii pode assegurar
Sua preservagio e estudo. Porém, ndo foram
encontrados trabalhos detalhados direcionados
a propagagio desta espécie.

Para identificar e caracterizar aspectos
relevantes na produgio de mudas de
P. willdenovii, foi conduzida uma série
de experimentos, visando 3 propagacio, tanto
através de sementes quanto através de
partes vegetativas.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal

No perfodo de agosto de 2000 a dezembro
de 2004, realizaram-se coletas de ramos e
frutos de duas plantas de P willdenovii, uma
localizada no municipio de Machadinho
(Fig. 1a) e outra no municipio de Bom Jesus,
ambos no Rio Grande do Sul. Depois de
coletado, o material foi envolvido em papel
umedecido e acondicionado em embalagem
pldstica, Em laboratério, foi realizada a
despolpa manual dos frutos e lavagem das
Sementes em dgua corrente. Transcorreram,
no miximo, 48 h desde a coleta até a instalagio
dos experimentos.
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Propagagdo de Persea willdenovii

Figura 1 - Persca willdenovi - a. planta adulta; b, frutos maduros; ¢. sementes recém-despolpadas; d. plintulia germinada em
casa de vegetagiio; e. emissiio de brotagdes em cstaca apical: £, plintula germinada in vitro; g, organogénese cm segmentos
noduis; h, dpices caulinares cm mcio para enraizamento; i, mudas em desenvolvimento (Barras = [ cm),

Ap06s a despolpa dos frutos, verificou-se
que, aproximadamente, 30% das sementes
estavam infestadas por larvas de insetos da
familia Curculionidae. Por isso, foi realizada
uma triagem, climinando-se as danificadas.

O pequeno nimero de plantas adultas e
o scu intenso estado de depredagiio reduziram
aquantidade de individuos amostrados, por isso,
alguns experimentos tém um niimero baixo de

repetigoes.

Rodriguésia 58 (1): 027-044. 2007

1. Experimentos visando & propagag¢iio
por sementes
1.1 Semeadura sob diferentes regimes
térmicos

Sementes coletadas em abril de 2002, da
planta do munieipio de Machadinho, foram
imersas por 10 minutos em hipoelorito de sédio
2% i.a., enxaguadas e secas ao ar sobre papel
filtro. De 10 amostras, foram tomadas as
medidas transversal ¢ longitudinal de frutos
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inteiros e das sementes. O peso de mil
sementcs foi determinado conforme as Regras
para Andlise de Semcntes (Brasil 1992). O teor
de dgua das sementes foi determinado pelo
método da estufa a 105°C + 3°C, durante 24 h,
utilizando-se duas repetigoes de 10 semcntes.

A semeadura foi feita em caixas “gerbox”
contendo 200 g de areia e 20 ml de dgua
destilada. Durante todo o teste foi mantida a
umidade através de reposigdes, em iguais
quantidades por parcela, sempre que
neccssdrio. Os tratamentos constituiram-se de
regimes térmicos conduzidos em germinadores
(UR = 90-95%): 20°C constante; 25°C
constante; e 20 e 30°C altcrnado (20°C por 16
h e 30°C por 8 h). O delineamento foi
completamente casualizado com quatro
repetigdes de 15 sementes (3 x 4 x 15 = 180
sementes). A cada trés ou quatro dias, foi
avaliado o percentual de sementes germinadas,
considerando como critério de germinagiio as
plintulas normais (Brasil 1992). O tempo
médio de germinagdo foi calculado de acordo
com a férmula de Silva & Nakagawa (1995);

™ = GIT1+ G2T2...+ GiTi
Gl+G2..+Gi

Sendo:
TM = tempo para atingir a germinagio
méxima.

G, até Gi = percentual de germinagio
ocorrida a cada dia.

T, at€ Ti = tempo (dias).

Para que os valores de germinagio
aprescntassem distribui¢io normal, foi utilizada
a transformagio Asen(Raiz x). Os dados foram
submctidos 2 andlise da variincia (ANOVA).

1.2 Semeadura em diferentes substratos

Scmentes da mesma procedéncia do
Expcrimento 1.1, processadas da mesma
forma, foram submetidas, simultaneamente, 3
semeadura em “plugs” dc polietileno pretocom
volume 66 ml, apoiados em suporte plastico.
Os tratamentos constitufram-se de trés
substratos: CO = composto orgénico, obtido
da decomposigio de residuos de poda e
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varreduras do parque do JB, peneirado em
malha de 3 mm; CA = casca de arroz,
carbonizada de acordo com Kimpf (2000); e
PC = pé6-de-coco comercial Golden Mix PM®
da empresa Amafibra. O material vegetal foi
mantido sobre bancada em casa de vegetago,
sem controle de temperatura e sob intensidade
luminosa natural de, aproximadamente, 15000
Lux. Procedeu-se a irrigagdo a cada dois dias,
por sistema de aspersio, em quantidade
suficiente para umedecer todo o substrato. A
emergéncia (visualizagio do epic6tilo acima do
nivel do substrato) e o desenvolvimento das
plantulas (altura da parte aérea) foram
avaliados quinzenalmente, no periodo de abril
a outubro de 2002, compreendendo o periodo
do outono, inverno e inicio da primavera. As
temperaturas médias do periodo foram obtidas
de CPTEC (2003).

O delineamento experimental foi em
blocos casualizados, com quatro repetigdes de
48 a 52 sementes, totalizando 588 sementes.
Os dados foram submetidos 3 ANOVA e as
médias foram comparadas pelo teste de
Duncan (5%).

Amostras dos trés substratos foram
analisadas no Laboratério de Andlises de
Substrato do JB/FZB-RS, quanto a densidade
imida (em kg m?), ao pH (detcrminado em
dgua na proporgio de 1:2,5 v:v) e a salinidade
(cm g.I", calculada a partir da condutividade
elétrica determinada em 4gua, na proporgio
de 1:10 p:v), de acordo com o método
VDLUFA (Réber & Schaller 1985).

1.3 Semeadura in vitro

Sementes (n=13) da mesma procedéncia
dos Experimentos 1.1 e 1.2, processadas da
mesma forma, foram submetidas 2: lavagem
com escova e detergente em dgua corrente
até a remogdo completa da polpa aderida a
testa; enxdgiie em 4gua corrente por 15
minutos; imersio em etanol 70% por 1 minuto;
imersio em hipoclorito de sédio 1% i. a. por
15 minutos; e triplo enxédgiie em H,0
deionizada autoclavada, em cimara de fluxo
laminar. Cada semente foi estabelecida em um
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Propagagdo de Persca willdenovii

frasco (altura 8 cm ¢ diimetro 6 cm) contcndo
35 ml de meio MS (Murashige & Skoog 1962)
acrescido de 30 g.I'' de sacarose, 7 g.I"! de dgar
Mcrck®, 1,3 mg.1! de benzilaminopurina (BAP)
e 0,05 mg.1"! de 4cido indolbutirico (AIB), pH
5,8. A transferéncia para meio fresco de igual
constituigiio foi fcita a cada 40 dias. O matcrial
foi mantido em sala de crescimento sob
condigdcs controladas (temperatura 25+2°C e
fotoperiodo de 16 h a 2500 Lux) e avaliado
durante 10 meses.

1.4 Semeadura in vitro com dcido
giberélico

Em um teste adicional, scmentes coletadas
cm abril de 2003, da planta do municipio de Bom
Jesus, foram submetidas 2 desinfestagdo,
conforme descrito no item 1.3, ¢ determinag@io
do teor dc dgua, conforme descrito no item 1.1.
Cem sementes intciras (20 por tratamento) e
20 cmbrides destacados dos cotilédoncs (cinco
por tratamento) foram individualmentc
estabelecidos cm tubos de cnsaio contendo 8
ml dc meio MS acrescido de 2 g.I'! carviio
ativado, 23 g.I"' dc sacarose ¢ 10 g.I* de dgar
Vetec® , pH 5,8. Concentragdes crescentes de
dcido giberélico (GA,) (0; 0,5; 1; 2; ¢ 4 mg.I')
no meio dc cultivo constitufram os tratamentos,
O material foi mantido em sala de crescimento
sob condigdes controladas, listadas no item 1.3,
¢ avaliado durante 10 meses.

2. Experimentos visando & propagagiio
vegetativa in vivo
2.1 Enxertia

Ramos apicais da planta do municfpio de
Machadinho (didmetro 5-10 mm) foram
desfolhados, limpos com escova e detergente
em dgua correntc, e cnxcrtados, por meio dc
garfagem em fenda cheia, cm 10 plantas
dc P. venosa, geradas in vitro no trabalho de
Rodrigues et al. (1998). Cada cnxerto foi
amarrado ao porta-cnxerto com filme PVC
(Jacomino et al. 2000) e coberto com pequeno
saco pldstico, preso por um arame flexfvel
abaixo do ponto de enxcrtia. As plantas foram
protegidas por tcla do tipo “sombrite” com 50%
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de sombrcamento e¢ mantidas em local
abrigado dc ventos e do sol da tarde. A retirada
da protegiio pldstica ¢ da amarra dc filme
pldstico foi realizada dc acordo com a
aparéncia do material, com base na
cxperiéncia dos autores com a enxcrtia de
P. americana.

2.2 Estaquia de ramos

Ramos da planta do municfpio dc
Machadinho (didmetro 4-13 mm) foram
lavados, desinfcstados e cortados para
obteng¢io de estacas com ~14 cm dc
comprimento, contendo duas a trés folhas. Para
a rcalizagiio dos tratamcntos, a basc dc cada
estaca foi cortada em bisel ¢ os tecidos
expostos foram pressionados contra misturas
dc talco industrial e AIB em concentragdes
crescentes (0, 1000, 3000 e 6000 ppm). Esta
operagdo foi organizada em dois blocos, um
deles com cstacas com diimetro dc até 9 mm
e outro com difimetro maior que 9 mm.

As cstacas foram instaladas cm bandejas
pldsticas de 40 x 40 x 20 cm contcndo casca
de arroz carbonizada umcdccida. O material
foi mantido sob ncbulizagiio intcrmitente sobre
uma bancada de concreto em casa dc
vegetagiio, scm controle dc temperatura, Para
prevenir o ataque dc fungos, foram fcitas
aplicagdes scmanais intcrealadas dos fungicidas
Benomyl (Benlate®) a 1 g.1"' ¢ Mancozcb
(Manzate®) a 0,8 g.I''. O dclincamento
experimental foi cm blocos casualizados com
diferentc niimero de repetigdes por tratamento,
totalizando 120 cstacas.

3. Experimentos visando & propagagiio
vegetativa in vitro
3.1 Propagagiio vegetativa a partir de
tecidos juvenis

Neste cxperimento, todos os cultivos
foram conduzidos em frascos de vidro com
altura 8 cm ¢ didmctro 6 cm, contendo 35 ml
dos mcios: A) MS acrescido de 30 gl dc
sacarose, 7 g.l! de dgar Merck®, 1,3 mg.l!
de BAP ¢ 0,05 mg.l'! de AIB; B) MS com
67% dos macro ¢ micronutricntes e 200% das
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vitaminas, acrescido de 0,001 mg.1" de ANA,
0,05 mg.1"' de BAP, 20 g.1' de sacarose e
7 g.1' de dgar Merck® C) MS com 50%
dos macronutrientes e do ferro e 100% dos
micronutrientes e das vitaminas, acrescido de
0,05 mg.1I' de AIB e 1,3 mg.I"' de BAP, 30 gl!
de sacarose e 10 g.I'' de dgar Vetec®; D) MS
acrescido de 30 g sacarose e 10 gl de
carragenina; e E) MS acrescido de 30 g.l!
de sacarose, 1 mg.l' de AIB e 10 g.I" de dgar
Vetec®. O pH dos meios foi corrigido para 5,8
antes da autoclavagem. A constitui¢do dos
meios foi estabelecida com base em testes
preliminares,

Sementes da planta do municipio de
Machadinho foram beneficiadas e
desinfestadas, conforme descrito no item 1.3,
e estabelecidas em meio A, em condigdes
estéreis. As sementes foram mantidas em sala
de crescimento sob condiges controladas,
listadas no item 1.3, e transferidas para meio
A fresco a cada 40 dias. Apés a germinagdo,
os cauliculos das 4 plintulas germinadas (~6
cm de altura e com 4 a 7 folhas) foram
cortados junto aos cotilédones e seccionados
para a separacdo de segmentos nodais e do
dpice caulinar. Os explantes oriundos da
plintula de cada semente foram estabelecidos
em um mesmo frasco de cultivo, em meio de
indugio B. Apés 42 dias, as brotagdes foram
separadas dos explantes originais e transferidas
para meio de multiplicagio C. Nestas etapas,
ndo foram comparados tratamentos €, sim,
testada a resposta de P, willdenovii a0 mesmo
procedimento demonstrado em P. venosa por
Rodrigues et al. (1998).

Ap6s a multiplicagio, um total de 185
brotagdes foram seccionadas uniformemente
e distribuidas em tratamentos com
concentragGes crescentes de BAP (0; 0,3; 0,6;
0,9; 1,2; e 1,5 mg.1'"), em meio D. Ao final de
28 dias, foi avaliado o ndmero de brotagées
por explante. As brotagdes foram individuali-
zadas e transferidas para meio de enraizamento
E. Apés 112 dias, as plantas desenvolvidas e
enraizadas foram transferidas para bandejas
plésticas de 40 x 25 cm, contendo 5 1 de casca
de arroz carbonizada, visando 2 aclimatizagdo
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em casa de vegetag¢do, sem controle de
temperatura, sob nebulizagio intermitente,
regulada para manter a umidade relativa do ar
préxima a 100%.

Os dados foram submetidos 2 andlise
estatistica descritiva, 3 ANOVA e as médias
foram comparadas pelo teste de Duncan (5%).

3.2 Propagacio vegetativa in vitro a
partir de tecidos nio-juvenis

Ramos apicais da planta do municipio de
Machadinho foram lavados e cortados para
obtengdo de explantes. Este material foi
submetido 3 desinfestagdo, conforme descrito
em 1.3, intercalada por imersdo em solugdo
aquosa do fungicida “Benomyl” a 1 g.1'. Em
camara de fluxo laminar, segmentos nodais,
dpices caulinares e discos foliares foram
estabelecidos em meios de cultivo basico MS,
com variagdes quanto ao tipo de
fitorreguladores e a concentragio de carvao
ativado. O material foi cultivado em sala de
crescimento, sob condigdes controladas, e
avaliado apés 30 dias.

Brotagdes e calos das estacas do
experimento 2.2. também foram removidos,
desinfestados e estabelecidos em dois meios de
cultivo: um visando a indugdo 2 organogénese
direta (MS acrescido de 0,25 mg.l"' de BAP,
30 g de sacarose e 7 g.I" de dgar Merck®,
pH 5,8) e 0 outro 3 embriogénese somatica
[meio Gamborg et al. (1968) acrescido de
2 mg de dcido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D),
0,5 mg.I' de BAP, 90 g.I"" de sacarose e
2,5 g.I'' Phytagel, PH 6,4]. Foram utilizados
8 calos e 5 brotagdes por tratamento, totalizando
13 frascos. O material foi mantido em sala de
crescimento, sob condigdes controladas, e
avaliado apés 30 dias.

RESULTADOS

1.1 Semeadura sob diferentes regimes
térmicos

No momento da coleta, os frutos de
P. willdenovii apresentavam exocarpo tirgido
e brilhante e polpa firme; no dia seguinte,
mostravam exocarpo enrugado e polpa macia.

Rodriguésia 58 (1): 027-044. 2007

6SC1ELO/JBRJL2 (™ (ESNNCTPikGE"



Propagagdo de Persca willdenovii

O teor de dgua das sementes de P.
willdenovii foi de 49,7% e o peso de mil
sementes igual a 137,3 g. Os didmetros
transversal e longitudinal foram cquivalentes,
tanto no fruto (71,0 £ 5,5 mm) quanto na
semente (63,7 = 5,1 mm) (Figs. 1be lc).

O inicio da germinag@o ocorreu entre 34
¢ 48 dias e a germinagiio transcorreu por 46 a
67 dias. Ndo houve diferenga significativa entre
os tratamentos (Tab. 1).

1.2. Semeadura em diferentes
substratos

A cmergéneia de pldntulas em casa de
vegetagdo foi bastante superior & observada
no experimento 1.1: o percentual médio de
emergénceia foi de 50,64% c as primeiras
plintulas comegaram a emergir aos 42 dias
ap6s a semeadura (Figs. 1d ¢ 2a).

A emergéneia iniciou mais rapidamente
em composto orgdnico, tanto que, aos 100
dias, o pereentual de plintulas emergidas cra
significativamente superior neste tratamento.
Porém, aos 200 dias, csta diferenga foi
compensada, ¢ os tratamentos niio diferiram
quanto ao pereentual de emergéneia (Tab. 2).
A Figura 2b mostra que o periodo
subseqiiente A semeadura coincidiu com o
infcio do declinio da temperatura, em fungiio
da cstaciio do ano.

Emergéncia (%)

T 7 T
100 128 1%0 175
Dias apos a semeadura
cwePC =2 2CAC —o- CO

1 f
Lii,i,.!

,-,-,.,:;i.!,g. X L i
30 49 63 7”7 9 19 138 200

Dins apdn 2 emeadura b

Temperaturs média ambiente (°C)

Figura 2 - Griéficos representativos da emergéneia de P.
willdenovii em 1rés substratos: PC= p6 de coco Golden
Mix tipo PM®, CA= casca de arroz carbonizada, ¢ CO=
composlo orginico produzido a partir de resfduos de podas
e varreduras do parque do Jardim Boténico de Porto Alegre.
a. Percentual de emergéneia de plantulas aos 200 dias apés
a semcadura, b. Média de cmergéneia de plintulas de P.
willdenovii (barra) ¢ lcmperaturas médias do ambicnie
(linha), durantc 200 dias de avaliagio, apés a semeadura.
Fonie das 1emperaturas médias CPTEC (2003).

Tabela 1 - Comportamento germinativo de Persea willdenovii coletada no municfpio de
Machadinho, RS, submetida & semeadura em trés regimes térmicos.

Germinagiio (%)

Regime Térmico

Inicio

20°C constantes 15,0 3
25°C constantes 11,6 46
20-30"C alternados 200 48
Média Geral 15,5 43
P>F 0,3988 -
CV% 29 ,
Transformagio Asen (Raiz) e

Germinagiio (em dias)
Tempo Médio Periodo Total

a3 101
06 92
74 101
]

05634
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Tabela 2 - Caracteristicas basicas dos trés substratos testados; percentual de emergéncia e altura
da parte aérea das plantulas de Persea willdenovii, 200 dias ap6s a semeadura nos substratos: CO

= composto orgdnico do JB/FZB-RS, CA = casca de arroz carbonizada e PC = p6-de-coco
Golden Mix PM®,

Substratos Caracteristicas dos substratos

Densidade pH Salinidade (g.L")
umida (kg m3)

Germinagio (%)  Alturada parte
aérea das
plantulas (cm)

912 68 1,38 4842 499 b

261 73 0,70 4843 467 ¢
2 6.3 0,50 35,05 531 a

50,64 499

S - 0,292 0,001
- = 12 30

Meédias seguidas de letras diferentes, na coluna, sdo significativamente diferentes pelo teste de Duncan 5%.

O desenvolvimento das plantulas nos
diferentes substratos foi comparado, apGs 200
dias da semeadura, através da medida da parte
aérea de cada planta e houve diferencga
significativa entre os tratamentos (Tab. 2).

1.3 Semeadura in vitro

A semeadura in vitro no viabilizou um
percentual de germinagio maior do que os
obtidos in vivo. Apenas quatro das 13
sementes da planta de Machadinho
germinaram: a primeira, aos quatro meses
(~137 dias; Fig. 1f), a segunda, aos sete meses
(~213 dias), a terceira e a quarta, aos nove
meses (~247 dias). Neste caso, o periodo em
que transcorreu a germinagio foi bem posterior
ao observado nos experimentos 1.1 e 1.2,

1.4 Semeadura in vitro com acido
giberélico

O teor de 4gua das sementes da planta
do municipio de Bom Jesus foj de 85%, valor
bastante superior ao das sementes coletadas
em Machadinho, usadas nos experimentos 1.1
€ 1.2. As sementes inteiras e os embrides
isolados da planta do municipio de Bom Jesus
ndo germinaram, independentemente da

concentragiio de GA, no meio de cultivo. Além
de ndo germinar, as sementes estabelecidas
inteiras apresentaram uma excepcional
propor¢do de contaminagdo por
microorganismos de origem fiingica e
bacteriana (74%), o que ndo foi observado em
embrides cujos cotilédones foram removidos.

2.1 Enxertia

Sete dias apds a enxertia de ramos de
FP. willdenovii sobre P. venosa, foi iniciada a
remogdo do saco pléstico que cobria o enxerto.
Esta remogdo foi gradual, iniciando pelo
afrouxamento do arame que prendia o plastico
na planta. A remogio do mesmo iniciou aos 14
dias: para evitar perda brusca de umidade, fez-
§€ um corte em uma das extremidades do
plastico e, somente no inicio da quarta semana,
ele foi totalmente removido. Antes mesmo do
inicio da progressiva retirada do plastico, os
enxertos apresentaram um declinio,
caracterizado por um leve amarelecimento da
epiderme, seguido pela desidratacdio e morte,
numa seqiiéncia de eventos bastante similar
incompatibilidade de enxertia registrada em
outras espécies (Hartmann & Kester 1997).
Do total de 10 enxertos, ndo houve
sobrevivéncia apés o sexagésimo dia.
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Propagagdo de Persea willdenovii

2.2 Estaquia de ramos

No periodo entre o décimo e o déeimo
quinto dia ap6s a instalagfio do cxperimento 4,
ocorreu a queda das folhas das estacas. Este
periodo coincidiu com o inicio da formagiio de
calos na base das estacas.

Aos 45 dias, foi observada a emissio de
brotagdes nos dpices das estacas de didmetro
menor que 9 mm (Fig. If), e nas gemas laterais
das estacas de maior didmetro. Essas brotagoes
se desenvolveram até atingir 1 a 2 em de
comprimento aos 60 dias. Entretanto, estas
brotagdes regrediram gradativamente, com uma
eoloragiio amareleeida, até a morte de 100%.
Nessa ocasifio, foram retiradas algumas estacas
do substrato para a observagiio dos ealos basais
¢ eonstatou-s¢ que, assim eomo as brotagdes,
os calos também cstavam morrendo. As
brotagdes regrediram mais lentamente nas
estaeas de maior diimetro, permaneeendo vivas
por, aproximadamente, 30 dias. No entanto,
antcs de inieiar o amarelecimento, foram
seleceionadas as melhores brotagdes e calos,
retirados das estacas e submetidos a cultivo in
vitro, conforme descrito no item 3.2,

Desta forma, apesar da formagio de
brotagdes ¢ de calos basais, ndo houve
enraizamento. Os teeidos das brotagdes e
calogénicos foram destacados das estacas ¢
estabelecidos in vitro, apresentando menor
contaminagdo (12% para brotagdes e 40%
para calos) do que tecidos oriundos da planta
matriz (100% de eontaminagiio - exégena ¢
cnddgena).

3.1 Propagagiio vegetativa in vitro a
partir de tecidos juvenis

O potencial morfogénieo dos segmentos
nodais foi bem maior do que o dos dpices
caulinares. Devido & morte ou A baixa indugiio
A organogénese nos dpices eaulinares, suas
brotagdes niio foram eontabilizadas nos
experimentos posteriores. Apés 42 dias em
meio de indugio (B), eada scgmento nodal
apresentou 2,5 £ 1,2 brotagdes (Fig. 1g).

Em meio de multiplieagiio D, o niimero
de plantas regeneradas por explante foi
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significativamente inferior na auséncia de BAP
em relagfio aos meios com 0,3; 0,6; 0,9 e 1,2
mg.lI' de BAP (Pr>F = <0,001). Sem BAP no
meio de eultivo, a média foi de 0,5 £ 0,2. Os
demais tratamentos nfio diferiram entre si, com
média de 0,8 £ 0,2 plantas.

Nas ctapas de multiplicagio ¢
cnraizamento, oeorreu morte de plantas sem
uma causa identificdvel, em um procecsso
iniciado pela clorose das folhas, seguido de
necrose € morte de toda a planta, enraizada ou
ndio. Somando-se perdas de plantas por
contaminagiio e mortc, houve enraizamento de
apenas 50% do total de 129 plantas transferidas
para meio E (Fig. 1h). Além disso, houve perda
de 15% das plantas na etapa de aclimatizagfo.
Ao final do experimento 3.1, apesar de todas as
perdas, foram produzidas 42 plantas a partir de
apenas quatro sementes (Fig. 1i).

As plintulas que tiveram o ecaulfeulo
removido junto aos cotilédones emitiram,
continuadamente, duas a trés brotagbes que
forncceram explantes com grande poteneial
morfogénico, cm maioria, livres de
econtaminagio. Estas brotagdes foram
subcultivadas até a regeneragiio de plantas
completas.

3.2 Propagagiio vegetativa in vitro a
partir de tecidos niio juvenis

Niio foram bem sucedidas as tentativas
de indugio dc segmentos nodais 2
organogénese direta in vitro. A primeira causa
do insucesso foi o alto grau de eontaminagiio
fiingiea e baeteriana dos tecidos niio juvenis ¢,
a scgunda, a oxidagiio fenéliea.

No cultivo de dpiees eaulinares, niio
houve indugiio & organogénese, devido 2
contaminagio de partec dos cxplantes.
Aqueles que nfio eontaminaram, oxidaram
cm até 15 dias.

Antes de expressarem qualquer tipo de
regeneragiio, os explantes foliares foram
tomados por microorganismos. Cinco dias apés
a inoeulagio, verificou-sc erescimento de
micélios de fungos ¢ de uma proliferagiio
bacteriana leitosa ¢ amarclada,
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Brotagdes e calos emitidos por estacas
lenhosas ndo responderam 2s tentativas de
indugdo & organogénese e A embriogénese.
Nestes tecidos, houve 40% de contaminagio
nos explantes de calos e 12% nos de parte
aérea. Os explantes nio contaminados
permaneceram por 15 a 20 dias com aparente
possibilidade de regeneragio, porém, em
nenhum dos tratamentos houve formagio de
brotagdo ou de estrutura embriogénica. Ou seja,
brotagdes e calos de estacas responderam ao
cultivo como os demais tecidos ndo-juvenis.

Discussio

Poucos autores referiram-se 3
conservagio das espécies nativas do género
Persea (Barrientos-Pliego & Lépez-Lépez
1998). Também sdo escassos os trabalhos
visando A pesquisa em propagagao e a
produgdo de mudas destas plantas.

Por se tratar de uma frutifera, protocolos
de propagagio estdo disponiveis apenas para
P. americana, mesmo assim, requerendo a
superagio de obstdculos, principalmente a
restri¢iio do potencial morfogénico aos tecidos
juvenis ou rejuvenescidos (Von Aderkas &
Bonga 2000). Além disso, a contaminagio de
origem endégena e a oxidagio fenélica dos
explantes sdo fatores criticos para a viabilidade
dos protocolos (Biasi er al. 1994: Rodri gues et
al. 1996).

A variabilidade genética disponivel para
o melhorista na espécie P. americana provém
oportunidades quase ilimitadas para a selegio
de excelentes cultivares copa. Contudo, a falta
de bons porta-enxertos € um problema sério,
principalmente no que se refere 3
suscetibilidade aos fungos de solo (Pliego-
Alfaro & Bergh 1992). A resisténcia presente
nas espécies do subgénero Eriodaphne,
sexualmente incompativel com P, americana,
poderd ser empregada na selegdo de novos
porta-enxertos, a partir de estudos que iniciam
Jjustamente pela propagacio destas espécies.

Por meio desta seqiiéncia de
experimentos, conduzida ao longo de 41
meses, foi possivel fazer o primeiro registro
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da resposta de P. willdenovii as estratégias
mais comuns de propagagcio.

Propagacio sexuada

Na familia das lauriceas, hd virias
espécies com sementes intolerantes 2
dessecagao. Por esta caracteristica, associada
a baixa longevidade, suas sementes foram
classificadas como recalcitrantes, de acordo
com Roberts (1973). As sementes de muitas
espécies recalcitrantes germinam rapidamente
ap6s a dispersdo, ou ainda, na planta matriz.
Em contraste, hd espécies cujas sementes
requerem um tratamento de frio para
maximizar a germinagio, como Cinnamomum
subavenicum (Vozzo 2002).

Davide et al. (2003) testaram a
capacidade de armazenamento de sementes
de quatro espécies climax, dos géneros
Cryptocarya, Nectandra, Ocotea e Persea.
Em condigges iniciais de teor de dgua (50%
para C. aschersoniana, 38,3% para N.
nitidula, 51,6% para O. odorifera e 53%
para P. willdenovii), a germinagio foi de
29, 20, 25 e 0%, respectivamente. O
armazenamento dessas sementes por 90 dias
a 5°C elevou significativamente o percentual
de germinagdo para C. aschersoniana
(78%), N. nitidula (40%) e P. willdenovii
(73%), enquanto o teor de 4gua permaneceu
elevado (46,4, 33,7, 48%, respectivamente).
Ja para O. odorifera, apds o armazenamento
a 5°C ndo ocorreu germinagdo. Apds a
dessecagdo, em que o teor de dgua diminuiu
para8, 10, 10 e 20%, para C. aschersoniana,
N. nitidula, O. odorifera e P. willdenovii,
respectivamente, nio houve germinagao.
Possivelmente o periodo de avaliagdo (30 dias)
tenha sido insuficiente, o que explica a ndo
ocorréncia de germinagio das sementes
recém coletadas de P. willdenovii estudadas
por Davide er al. (2003). Sementes de
algumas espécies recalcitrantes, como
P. kusanoi, necessitam de um periodo
de maturagiio aps a coleta dos frutos, antes de
serem  beneficiadas (Vozzo 2002).
Enquadram-se como dormentes as espécies
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cuja germinagiio inicia em um prazo maior
que quatro semanas apds a semeadura,
conforme classificagio de Baskin & Baskin
(1998). Em espécies arbdreas da flora
brasileira que apresentam algum tipo de
dorméncia, no grupo das espécies niio
pioneiras, predomina a de natureza endégena
(Ferreira & Borguetti 2004).

No experimento 1.1, a emergéncia
ocorreu no periodo de 34 a 100 dias apds a
semeadura em areia. Também no experimento
1.2, as primeiras plintulas comegaram a
emergir ap6és 42 dias da semeadura. Este
comportamento sustenta a hipétese de ser a
dorméncia a causa do requerimento de um
periodo maior para o inicio da germinagiio ap6s
a colcta. Davide et al. (2003) sugeriram a
presenga de dorméncia enddgena do tipo
morfolégica (cmbridio imaturo). No entanto, foi
constatado que os embrides estabelecidos no
experimento 1.4 estavam perfeitamente
desenvolvidos, o que sugere dorméneia
cndégena de natureza fisioldgica, tal como foi
registrada para outras espécies recalcitrantes
de laurdceas, como O. puberula, O. odorifera,
0. porosa e N. lanceolata (Carvalho 1994;
Randi 1982; Ferrcira & Borghetti 2004).

O regime térmico niio influenciou a
germinagiio cm areia, indicando que a dorméneia
cnd6gena presente nas sementes, de provivel
natureza fisiolégica, nio ¢ superada pelas
temperaturas testadas. Poroutro lado, € possivel
que a difcrenga entre o percentual de
emergéncia dentro de germinadores, sob
condigdes térmicas controladas, ¢ o percentual
de emergéncia cm casa dc vegetagiio, esteja
relacionada A variagdio térmica na casa de
vegetagio. A amplitude térmica pode ter
influenciado o processo de germinagiio, pois,
aproximadamente, 70% do total de emergéncia
aconteceu quando a temperatura média do
ambiente estava abaixo de 15°C (entre 75 ¢ 130
dias apds a semeadura). E provével que seja
necessdrio um perfodo de baixas temperaturas,
logo apds a semcadura, para superar a
dorméncia das sementes de P, willdenovii, Este
resultado confirma a observagiio de Davide er
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al. (2003), em que 73% das scmentes
germinaram apds armazenamento a 5°C.

Nas condigdes propostas, um baixo
percentual de scmentcs da planta de
Machadinho (16 a 51%) germinou. Por outro
lado, as sementes do municipio de Bom Jesus
ndo germinaram in vitro. O clevado tcor de
dgua destas sementes serviu como indicativo
da imaturidade dos frutos no momento da
coleta, Em comparagio, as scmentes
coletadas em Machadinho apresentavam
caracteristicas tipicas de maturagdo, como
polpa maecia e testa lignificada, com teor dc
dgua das sementcs bem inferior.

Dentre os fatores ambientais que atuam
sobre a eficiéncia da germinagio, a
disponibilidade e a qualidade da dgua, do are
dos nutrientes siio fatores importantes e que
dependem muito do substrato utilizado como
leito de semeadura. De acordo com Baskin &
Baskin (1998), nitratos ¢ nitritos sio efetivos
na superagio de dorméncia e/ou na promogio
da germinagiio de muitas sementes sensiveis
A luz. Estes autores relataram que nitratos de
potdssio, s6dio, amdnio e nitritos promoveram
a germinagio de sementes de Capsella bursa-
pastoris em temperaturas alternadas, porém,
nio em temperaturas constantes. O mesmo
ocorreu com Polygonon monspeliensis cm
presenga de nitrato de potdssio. As
caracteristicas fisicas do substrato devem ser
adequadas, inclusive, ao tamanho do recipiente.
De acordo com Kimpf (2000), para
recipientes pequenos, como “plugs”, a
densidade do substrato deve ser de, no
mdximo, 300 kg m. Nesta condigiio, o espago
de aeragiio ¢ elcvado e facilita a drenagem,
uma vez que a baixa altura do reeipicnte impede
que a agdio da gravidade elimine o cxcesso de
dgua dairrigagio. No entanto, substratos muito
porosos podem secar rapidamente, além de
possufrem dreca de contato reduzida,
dificultando a hidratagiio das sementes,

Em um experimento para a aclimatizagiio
de P. venosa, Rodrigues & Fior (2000)
constataram que a constituigiio do substrato
influenciou significativamente no percentual de
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sobrevivéncia de plantas micropropagadas. No
substrato formado por iguais proporgdes
volumétricas de casca de arroz carbonizada,
areia fina e turfa preta, a sobrevivéncia foi
significativamente menor e insatisfatéria: 45%
de sobreviventes, contra 68 e 67%, nos
substratos casca de arroz carbonizada e casca
de arroz carbonizada mais areia (1:1),
respectivamente. E possivel que o maior
percentual de casca de arroz carbonizada no
substrato tenha favorecido a sobrevivéncia 3
aclimatizagio devido A maior aeragdo.

Na semeadura de P. willdenovii em trés
substratos, a emergéncia inicial mais rapidaem
composto orginico pode ter ocorrido em
fungdo da maior densidade do substrato,
favorecendo o contato das particulas com a
semente, e, com isso, facilitando a transferéncia
de dgua. Aos 200 dias, o substrato ndo
interferiu no percentual de emergéncia de P,
willdenovii, mas o desenvolvimento das mudas
foi significativamente superior em pé-de-coco
Golden Mix PM®. A altura significativamente
maior das plantas em PC pode estar
dirctamente relacionada As menores densidade
e salinidade deste substrato, favorecendo o
desenvolvimento do sistema radicular e,
conseqiientemente, da parte aérea.

A germinagiio de sementes in vitro
requer mais recursos e mio de obra, porém,
em P. venosa, foi uma estratégia valiosa para
garantir o bom aproveitamento de um pequeno
nimero de sementes e para prevenir a perda
de sementes de frutos colhidos imaturos. Este
recurso permitiu a germinagio de 100% das
sementes de frutos colhidos maduros e de 55%
das sementes de frutos colhidos imaturos
(Rodrigues et al. 1998). Além disso, as plintulas
obtidas da germinagio in vitro podem ser
fracionadas e subcultivadas, visando i
organogénese direta, de modo que um sé
embrido origina grande niimero de plantas.

A germinagio in vitro de P. willdenovii
ndo correspondeu ao que foi observado em
P venosa por Rodrigues er al. (1998). Porém,
esta resposta pode estar relacionada ao
requerimento de um perfodo de baixas
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temperaturas, jd indicado no experimento 1.1
e 1.2. Apesar disso, a germinagiio de sementes
in vitro foi a inica estratégia que viabilizou a
propagagio clonal de P. willdenovii. O
estabelecimento de embrides isolados foi ainda
mais vantajoso que o da semente inteira, pois
preveniu a contaminagio. Contudo, €
necessdrio conhecer as condigges de cultivo
que permitem a regeneragdo de plantas a partir
de embrides.

Em P. americana, ¢ possivel regenerar
plantas in vitro a partir de embrides imaturos
destacados dos cotilédones. Este recurso foi
usado para prevenir a perda de embrides por
abscisdo dos frutos (Skene & Barlass, 1983).
Nesta técnica, a idade do embridio foi um fator
critico para o desenvolvimento, pois somente
embrides com mais de seis semanas
apresentaram indices satisfatérios de
sobrevivéncia in vitro. Skene & Barlass (1983)
utilizaram o meio MS liquido dilufdo e acrescido
de 2,2 mM de BAP. Neste processo, 0S
cotilédones foram removidos, para favorecer
o crescimento do embriio. O enraizamento dos
embrides obtidos por Skene & Barlass (1983)
foi baixo, por isso, as brotagdes foram
enxertadas. No entanto, embrides obtidos de
sementes maduras por Pliego-Alfaro (1988)
apresentaram 100% de enraizamento.

Propagaciio vegetativa

A enxertia intraespecifica por garfagem
€ amplamente empregada para a produgio de
mudas comerciais de P. americana (Biasi,
1995). As enxertias interespecifica e
intersubgenérica ainda ndo foram
estabelecidas para a propagagio de plantas do
género Persea, porém, foi confirmada
experimentalmente a compatibilidade entre P.
americana e algumas espécies do subgénero
Eriodaphne: P, nubigena, P. stevermarkii,
P. schiedeana, P. floccosa e P. longipes
(Pliego-Alfaro & Bergh 1992; Barrientos-
Pliego & Lépez-Lopez 1998).

A compatibilidade de enxertia entre
P. willdenovii e P. venosa ainda nio havia
sido testada. Neste caso, o declinio progressivo
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do enxerto apés a quarta scmana pode ser
atribuido, tanto i incompatibilidade histol6gica,
ainda que as duas espéeies pertengam a0
mesmo subgénero, quanto ds condigdes
ambientais em que a cnxertia foi cxeeutada.
Este resultado inicial negativo nido deve
ser considerado como definitivo. A
histocompatibilidade interespeeifica ¢ muito
importante para a viabilizagio do emprego de
germoplasma nativo como fonte de
variabilidade para o melhoramento dc porta-
enxertos de P americana. Por isso, futuros
trabalhos devem testar combinagdes
genotipicas ¢ téenicas de enxertia ¢ agregar
recursos adicionais para a protegiio dos tecidos.

Apesar da importincia da enxertia na
geragio de mudas, a obtengdo de porta-
enxertos clonais € o fator quc demanda maior
atengiio dos propagadores dc plantas. A
estaquia de ramos ¢ uma técnica de
propagagio econdmica c eficientc para
indmeras espécics lenhosas (Hartmann &
Kester 1997). Porém, o sueesso da estaquia
a partir de tecidos niio-juvenis de espécies do
género Persea € restrito ao emprego de
tceidos estiolados.

Em P, americana, a propagagio clonal a
partir dc tecidos nio-juvenis € viabilizada por
variacdes da téenica de Frolich ( 1961) ¢ Frolich
& Platt (1971-72), muito bem deseritas por
Biasi (1995). Nestc caso, os tecidos sdo
induzidos d brotagiio no eseuro ¢ 08 ramos
estiolados sdio postos em contato com o
substrato de enraizamento. As plantas
resultantes do proecsso sdo, entdo, utilizadas
como porta-enxerto.

O custo adicional desta técnica ¢
compensado ecm P americana, porquc 0
cmprego dc porta-cnxertos segregantes ¢o
principal problema fitotéenico dos pomares:
difcrentes graus de tolerincia as fontes
de estresse ambiental desencadciam
desuniformidade produtiva. A constituigio de
pomares clonais, com genotipos selecionados
cspecificamente pard porta-cnxcrto ¢ para
copa, supera este obstdculo.
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A estaquia de P willdenovii em casea
de arroz carbonizada apresentou a mesma
resposta registrada em P. venosa (Rodrigues
et al. 1998): esporadicamente, os ramos de
maior diimetro formam brotagdes apicais e
calos basais, mas niio ha formagido de rafzes.
Assim, é neccssdrio testar variagdes das
téenicas de enraizamento de ramos estiolados,
para viabilizar a propagagio de P. willdenovii
por estaquia.

Contudo, ainda que a estaquia de ramos
estiolados viabilize o enraizamento para a
obtengdio de plantas dc P. willdenovii, csta
téenica niio permitiria a limpeza clonal. Ou seja,
o desenvolvimento de técnieas de cultivo in
vitro desta cspéeie € indispensdvel.

Em uma ampla pesquisa bibliogréfica do
género Persea, foram encontrados trabalhos
sobre o cultivo in vitro apenas com as espéeies
P. americana, P. indica (Nell et al. 1983;
Rodrigucs et al. 2001) e P. venosa (Rodrigues
et al. 1998).

O cultivo in vitro de P. americana, ainda
estd limitado & necomorfogéncse de tecidos
juvenis ou rejuvenescidos. A indugio
embriogénese ¢ feita em tecidos zigoticos
cxtraidos de frutos imaturos (Pliego-Alfaro &
Murashige 1988; Witjaksono er al. 1998). A
indugfio & organogénesc ¢ feita a partir de
brotagdcs fracionadas da plintula recém-
germinada (dc 1a Vind et al. 1999) ou dc
brotagdes rcjuvenescidas por estiolamento
(Biasi er al. 1994; Rodrigucs et al. 1997), corte
basal da planta adulta (Bareel6-Muiioz et al.
1999) ¢ enxertia (de la Vind et al. 2001).

A organogénese de miiltiplas ¢ succssivas
brotagdes da scmente germinada in vitro
permitiu a propagaciio clonal de P. willdenovii.
Esta mesma estratégia foi rcgistrada em
P. venosa por Rodrigucs et al. (1998) ¢
permitiu a produgiio de dezenas de plantas
clonais a partir de um s6 cmbrio.

Todas as téenicas dc propagagio
vegetativa testadas aprescntaram resultados
insatisfatorios, execto a propagagio in vitro,
a partir dos tecidos juvenis. Entrctanto, foram
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encontradas limitagdes que demandario
atengdo especial: o aparecimento de
contaminagiio de origem endégena em parte
do material, mesmo apés subcultivo; necrose
e clorose de folhas in vitro, culminando na
morte de algumas plantas; percentual de
enraizamento insatisfatério; e perda de plantas
na aclimatizag@o, mesmo sob nebulizagiio
intermitente. Além disso, foram observadas
diferengas no potencial morfogénico entre
plantulas de diferentes sementes, ainda que o
material tenha origem na mesma planta matriz.

De modo geral, as respostas ao cultivo
in vitro de P. willdenovii sio similares as
de P americana, P. indica e P. venosa. O
cultivo de teeidos ndo-juvenis nio obtém
succsso, tanto pelo baixo potencial
morfogénico, quanto também pela ocorréneia
de eontaminagiio de origem endoégena e de
oxidagdo fendlica. Isso indiea que as mesmas
estratégias para rejuveneseimento de explantes
de P. americana devem ser testadas em
P. willdenovii. No caso de P americana, o
emprego de brotagtes emitidas de matrizes
mantidas por 12 semanas em cimara eseura
¢ vedada, com aplicagdo semanal de
antibiéticos, permitiu o estabelecimento
de cultivos (Rodrigues er al. 1997), porém,
o potencial morfogénico nio foi pleno.

O emprego predominante de tecidos do
zigoto e da plantula, eomo fonte de explantes,
gera lotes de mudas constituidos de elones dos
embrides originais, eujo desempenho vegetativo
ainda € desconhecido. O uso destes tecidos
atende satisfatoriamente ao objetivo de
preservacdo de germoplasma, porém, ndo
permite a propagagio massal de um individuo
adulto em espeeial. Assim, nio podem ser
preservados gendtipos que apresentem
combinagdes de earacteristicas espeeialmente
vantajosas a0 emprego fitoterdpieo, ou ainda
visando ao melhoramento genétieo.

Em P americana, foi proposta uma
alternativa para esta limitagdo: a planta adulta
¢ cortada na base ¢ as brotagdes sio eoletadas
¢ estabeleeidas in vitro, pois estas brotagoes
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€m caracteristicas juvenis (Barcel6-Mufioz
et al. 1999). No trabalho com plantas matrizes
nativas, entretanto, esta estratégia ¢ invidvel.
Mesmo a remogio de pequenas partes das
raras plantas de P. willdenovii encontradas
no estado do Rio Grande do Sul deve ser
comedida, pois o seu desenvolvimento
vegetativo ja foi intensamente prejudicado,
prineipalmente pela depredagio.

Em algumas espéeies perenes, como
Hevea brasiliensis (Michaux-Ferriére et al.
1992), Vitis rupestris (Altamura et al. 1992)
¢ Manihot esculeuta (Woodward & Puonti-
Kaerlas 2001), a propagacio in vitro foi
viabilizada por indugio 4 embriogénese a partir
de pegas florais. Esta ¢ uma alternativa
promissora para a propagaciio clonal das
espéeies do género Persea, pois empregaria
um pequeno volume de material vegetal para
atender, tanto ao objetivo de preservacio da
variabilidade genétiea dos exemplares nativos
ameagados, quanto ao de produgio de clones
em escala comereial. Além disso, a
embriogénese induzida in vitro tem grande
potencial para disponibilizar variabilidade para
0 meclhoramento genético das plantas
cultivadas, permitindo a indugio de mutagoes
(de la Vifa et al. 2001; Witjaksono & Litz
2004), 0 eultivo de protoplastos isolados (Liendo
et al. 1997; Witjaksono et al. 1998) e a
transformagio genética (Cruz-Hernandez et
al. 1998; Gomez-Lim & Litz 2004).

A fusio de protoplastos, espeecialmente
gametofitieos, ¢ de espeeial interesse para 0
aproveitamento do germoplasma silvestre, e,
neste caso, pode viabilizar a hibridagdo in vitro
entre P americana e espéeies do subgénero
Eriodaphne. Neste caso, seria possivel
desenvolver genétipos que conciliassem a
histocompatibilidade com P. americana ¢ a
resisténeia ao fungo P. cinnamomi, para
¢mprego como porta-enxerto. Porém,
indmeras etapas deverdio ser veneidas até que
Cstes reeursos estejam disponiveis.

Mais do que observagdes inieiais
inéditas, este trabalho apresenta um novo
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problema de pesquisa para a preservagio das
espécies ameagadas da flora brasileira. O
estudo das espéeies nativas do género Persea
estd em uma condigdo inieial. Até mesmo
questoes taxondmicas ainda requerem
esclarecimentos.

Alé o presente, através dos trabalhos
visando 2 propagagio de P. willdenovii, o JB/
FZB-RS gerou 300 novas mudas a partir do
material coletado de apenas duas plantas. As
informugdes obtidas neste trabalho subsidiardo
futuros projctos para a apropriagio do
patrimdnio genético e para a contengio do
iminente proeesso de extingdo desta espéeie
no Estado. A perspectiva do emprego de
germoplasma nativo para resolver problemas
da humanidade é apenas uma das justificativas
para investimentos na pesquisa ¢ preservagio
de P. willdenovii.
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